








学 位 の 種 類





いわ ぶち とく ろう
岩 渕 徳 郎


























論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
多 環 芳 香 族 炭 化 水 素(PAHs)は 産 業 活 動 等 に よ る 化 石 燃 料 を 主 な 汚 染 源 と す
る 環 境 汚 染 物 質 で あ り、 環 境 中 に 放 出 さ れ たPAHsの 多 くは 微 生 物 に よ る 生 分
解 、 ま た 紫 外 線 等 に よ る化 学 分 解 を 受 け 除 去 さ れ る 。 よ っ て 微 生 物 のPAHs分
解 機 構 を 理 解 す る こ と は 、 環 境 汚 染 物 質 除 去 技 術 開 発 の た め の 基 礎 的 情 報 を 得
る た め に 重 要 で あ る 。
細 菌 に よ るPAHs分 解 は2環 のPAHで あ るnapht回eneを用 い て 主 に 研 究 が 進
め られ た 。Naphthaleneはdng-hydroxylatingdioxygenaseおよ びdehydrogenaseによ
り1,2-naphthalenedio1に変 換 さ れ 、 そ の 後5段 階 の 酵 素 反 応 に よ っ て2-
hydroxybenzoate[salicylate](以下salicylate)を経 て1,2一もenzenedio1【catechol】(以下
cat㏄hol)に変 換 さ れ る(Fig.1)。Naphthalene分解 過 程 に 関 与 す る 酵 素 の 幾 つ か
は 精 製 さ れ そ の 生 化 学 的 特 性 が 明 らか に さ れ て お り、naphthalene分解 遺 伝 子 群
はP∫θ配40〃20鷹pπ伽PpG7株 に 内 在 す る 約82kbのNAH7プ ラ ス ミ ドか ら 主 に
ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 詳 細 に 解 析 さ れ た 。
3環 のPAHで あ るphenanthreneの細 菌 に よ る 分 解 は 、2種 の 分 解 経 路 が 提 唱 さ
れ て い る 。1つ はsalicylateを経 て 分 解 さ れ る 経 路(Sal経 路)で あ り、 も う1つ
は1,2。benzenedicarboxylate【(距phthalate】(以下o-P姦thalate)を経 て 分 解 さ れ る経 路
(OPA経 路)で あ る(Fig.1)。 両 経 路 に お い てphen㎜threneは1-hydroxy-2-
naphthalenecarboxy】a重e【1-hydroxy-2-naphthoate】(以下1-hydroxy-2-naphlho3te)に変
換 さ れ る が ・1-hydroxy-2-naphthoate以降 の 分 解 過 程 が 異 な る 。S記 経 路 で は .、1-
hydroxy-2-naphthoateはユ,2-naphth舐enedio1、s訓icy】ate、catecholを経 て 分 解 さ れ 、
OPA経 路 で は1-hydroxy・2-naphthoateはo-phthalate、3,4-dihydroxybenzoate
【protocatechuate](以下protocatechuate)を経 て 分 解 さ れ る 。Sa1経 路 の1,2-
naphthalenediol以降 の 分 解 経 路 はnaphthaleneの1,2-naphthalenediol以降 の 分 解 経
路 と 共 通 で あ る(Fig.1)。




























































































































































































































































































































































































































































































































































1-hydroxy-2-naphthoate以降 の分 解 過 程 で あ り、特 にOPA経 蕗 はnaphthalene分解
経 路 と共 通 で あ るSa1経路 と異 な り・ph・n・nth・ene分解 に特徴 的 な分 解 経 路 で あ




本株 の1-hydroxy-2-naphthoateからo-pht回ateに至 る分 解 過 程 に関 与 す る酵 素 の
精 製 、 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ング を行 う と とも に、 本過 程 にお け る 中間産 物 の化 学
構 造 を 明 らか に した 。また、本 株 に お け るphenanthrene分解 遺 伝 子 群 の 構 造 につ
いて も解 析 を行 っ た。
第2章
の解析
Phenanthrene分解 菌1>oc磁此p'4ε5sp.KP7の分 離 、 同 定 お よ び 分 解 経 路
ク ウ ェー トの 海 浜 砂 を分 離 源 に0.1%(w/v)のphenanthreneを唯 一 の 炭 素 源 と
して 添 加 し た 無 機 塩 培 地(BSM)で40。Cで1カ 月 間 集 積 培 養 を行 い 、
phen{mthrene分解 菌KP7株 を分 離 した。 形 態 学 的 、 生 化 学 的お よび化 学 的分 類
手 法 に基 づ きKP7株 の 分 類 学 的 位 置 を検:討し＼2Voα記 ∫o昭θ5属細 菌 と同定 した
(Table1)。また 、本株 の16srDNA(1,483bp)をPCRで増 幅後 ク ロー ニ シグ し、3
つ の ク ロー ンの解 析 か ら決 定 した16srDNA塩基 配 列(Genbank:#D87974)をも
とに無 根 系統 樹 を作 成 し、本 株 が1》OCα履0漉 ∫属 の ク ラス ター に属 す る こ とを分
子 遺 伝 学 的 に も確 認 した(Fig.2)。
本株 のphenanthrene分解 経 路 解 析 の た め、phenanthrene(0.1%w/v)を添加 した
Marinebroth(MB;Difco)で培 養 した菌 体 を集 菌 後 リン酸 緩 衝 液(pH7.5)に分 散
し、 菌 分 散 液 に終 濃 度 が2mMに な る よ う1。hydroxy-2-naphthoateを添加 し、 室
温 にて1分 ま た は3分 間 静 置 した 。そ の 後10NのHCIを100μ1添 加 し、遠 心 に
よ り上 清 を回 収 した。 回 収 した 上 清 か ら酢 酸 エ チ ル で 変 換 産 物 を抽 出後 皿,Cで'






















































＼出 さ れ た 。 よ ってKP7株 はphenanthreneをOPA経路 で 分 解 す る と考 え られ た
(Fig.3)。更 にOPA経 路 に特 徴 的 な酵 素 で あ る1-hydroxy・2-naphthoatedioxyge準ase
お よび2-fbrmylbenzoatedehydrogenase活性 のph n山reneによ る誘 導性 を検 討 し
た結 果 、 そ れ ぞ れ9倍 お よ び4倍 に誘 導 さ れ たb以 上 よ り1》oα泥 励 謝sFKP7
株 はphenan{hreneをOPA経路 で 分 解 す る と結 論 した。
第3章1-Hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseの生 化 学 的 特 性 お よ び 構 造 遺 伝 字
Phenanthreneを含 むMBで 培 養 し たKP7株 のcellextractより陰 イ オ ン 交 換 カ ラ
ム(TSKDEAE-5PW)、 疎 水 カ ラ ム(TSKPheny1・5PW)、ゲ ル 濾 過 カ ラ ム(TSKgel
G3000SWk1)を用 い て1-hydroxy-2」naphtho△tedioxygenaseを精 製 した 。SDS-
PAGE上 の 分 子 質 量 は45kDa、 ゲ ル 濾 過 上 の 分 子 質 量 は270kDaで あ り、本 酵 素1
は45kDaの サ ブユ ニ ッ トか ら な る6量 体 と考 之 られ た 。1-Hydroxy-2-naphlhoate
に 対 す る κ〃1値 は10μM、 滝α証 値 は114"で あ っ た 。 本 酵 素 は1分 子 の1-



















あ た り1分 子 のFe(II)を有 して お り、Fe(II)キレー タ ー で あ るo-phenanthrolineに
よ り失 活 し ア ス コ ル ビ ン 酸 存 在 下 でFe(II)と反 応 さ せ る と 活 性 を 回 復 し た
(Table2;Table3)。よ っ て 本 酵 素 の 活 性 に はFe(II)が必 須 で あ る こ と が 明 らか とな
っ た 。 本 酵 素 はgentisate、3-hydroxyanthranilate、2-hydroxy-1-naphthoate、3.
hydroxy-2-naphthoate,salicylate,3-hydroxybenzoate,4-hydroxybenzoate,
protocatechuateを基 質 と し な か つ た 。 ま た 、3-hydroxy-2-naphthoateは1-hydroxy-
2-naphthoatedioxygenase活性 を 阻 害 し、、K∫値 は22μMで あ っ た 。
KP7株 のtotalDNAをテ ン プ レー トに 精 製 酵 素 のN末 ア ミノ 酸 配 列 か ら設 計
し た プ ラ イ マ ー を 用 い てPCRを 行 っ た と こ ろ 、75bpのPCRproductが得 られ た 。
本PCRproductをク ロー ニ ン グ し塩 基 配 列 を解 析 し た 結 果 、プ ラ イ マ ー 設 計 領 域
の ア ミ ノ酸 配 列 と完 全 に 一 致 し た 。 そ こ でKP7株 のto屈DNAを5儂3AIで 部 分
消 化 しコ ス ミ ドベ ク タ ーpLAFR3の β卿HIサ イ トに 連 結 してEoo〃Sユ7-1株 に
構 築 した 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リー か ら75bpのPCRproductをプ ロー ブ に コ ロ ニ ー ハ
イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に よ りス ク リー ニ ン グ を 行 い 、7個 ρ 陽 性 ク ロ ー ン を 得
た(Fig.4)。全 陽 性 ク ロー ン は3本 の 共 通 す るBα〃!HI断片(1.Okb,1.8kb,6.2kb)
を 有 して い た 。 こ れ ら βα〃2HI断片 を 電 気 泳 動 で 分 離 後1テ ン プ レ ー トに して 先
述 の プ ラ イ マ ー を 用 い て そ れ ぞ れPCRを 行 っ た と こ ろ6.2kbのB〃 ηHI断 片 か
らの み75bpのPCRproductが 得 ら れ た 。 よ っ て6.2kbβ 傭HI断 片 に1-
hydroxy・2-naphthoatedioxygenaseのN末端 部 分 が コ ー ドさ れ る こ と が 示 さ れ た 。
そ こ で6.2'kbβ 卿HI断 片 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ユー hydroxy-2-naphthoate
dioxygenaseの;構造 遺 伝 子 を決 定 し た(Fig.5)。本 遺 伝 子 を 助41,(#henanthrene
degradation)とした 。助 〃 は ユ,161bpで、推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 と精 製 酵 素 のN末 配
列(55残 基)は 一 致 した 。 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 よ り計 算 さ れ る サ ブ ユ ニ ッ ト分 子
質 量(43.1kDa)はSDS-PAGE上 の 分 子 質 量 とほ ぼ 一 致 し た 。 な お 、本 酵 素 の ア
ミ ノ酸 配 列 は こ れ ま で 知 ら れ て い る 環 開 裂 型dioxygenasesとは 相 同 性 が な か っ
た が 、 最 近 報 告 さ れ た5ρ 伽80吻o〃偽sひRW5株 お よ びP∫8〃40襯o鷹sp.U2株 の
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Fig.4に示 したpMKT191か ら.1.6kbめ5∫〃1βpπ断 片 を切 り出 しpUC18の
∫加1伽 〃7HI.サイ トを用いて構築 した助〃を含むプラス ミドpMK:T290で形質転
換 し たEω 」εJM109の.cellextract申に は1-hydroxy-2-naphtboatedi6xyg母h出e活性
が 認 め られ 、 助 〃 が1。hydroxy-2-Oaphthoatedi6kygenaseをコ ー ド して い る こ と が
確認された。
・ 第4章 1-Hydroxy」2-naphthoatedioxygenase反応 生 成 物 の 化 学 構 造
1-Hydroxy-2-naphthoa重edioxygenaseの反 応 生 成 物 は300nmに 最 大 吸 光 を 示 し、
そ の 構 造 は(Z)一2r-carboxybenzalpyruva1eと考 え られ て い た が 確 認 さ れ て い な か っ
た(Fig.1)。 本 章 で は.1-hydroxy-2-naph1hoatedioxygenaseの反 応 生 成 物 の 化 学 構
造 を明らかに した。
第3章 で作 成 した助 〃 を有 す るpMKT290で形 質 転換 したE.oo1'JM109のcel1
一229一
extractより陰 イ オ ン交 換 カ ラ ム(TSKDEAE-5PW)、 疎 水 カ ラ ム(TSKPhenyl-
5PW)、陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム(MonoQHR5/5)を 用 い て 組 換 え 体1-hydroxy-2-
naphthoatedioxygenaseを精 製 し た 。精 製 酵 素 のSDS-PAGE上 の 分 子 質 量 はnative
酵 素 と 同 じで あ っ た 。 組 換 え体 酵 素 を1-hydroxy-2-naphthoateを含 む10mMTris-
H2SO4緩衝 液(pH7.5)中 で 反 応 さ せ た 後 、10NHC1で 反 応 液 のpHを2.5に し た 。
そ の 後 、 ク ロ ロ ホ ル ム と酢 酸 エ チ ル で 反 応 生 成 物 を 抽'出し 乾 固 した 。 乾 固 物 を
0.1%(v/v)リン酸 を 含 む10%メ タ ノ ー ル に 溶 解 し、HPLC(ODS-C18カラ ム)で 反
応 生 成 物 を 精 製 し た 。 な お 、 本 精 製 物 は 乾 燥 後 、D20に 溶 解 し た 。 、
精 製 し た 反 応 生 成 物 は 且H-NMR、・℃ 一NMRお よ びFAB-MSで 解 析 した(Table4)。
pH2,5およ びpHを7.5に 上 げ た 条 件 で の 解 析 の 結 果 、pH2.5で はIIお よ びIII
の2種 の 物 質 が 検 出 さ れ 、pH7.5では1が 主 成 分 で あ り、IIも含 ま れ て い た(Fig.
7)。生 体 内 のpH域 よ り、pH7.5での 構 造(1:(恥 一4一(2-carboxylatopheny1)一2-oxo-3一,
butenoate[◎ommonname:¢)一2'一carboxybenz副pyruvate])が1-hydroxy-2-naphthoate
dioxygenaseの反 応 生 成 物 と考 え られ た 。
しか し、先 述 の 構 造 は 抽 出 操 作 の 過 程 でpHを 変 動 さ せ た 試 料 の 結 果 で あ っ た
た め 、pH変 動 を 伴 わ な い 条 件 で の 構 造 を 解 析 す る た め 組 換 え 体1-hydroxy-2-
naphthoaledioxygenaseによ る 変 換 反 応 時 に お け る1-hydroxy-2-naphthoateの構 造
変 化 を1H-NMRで モ ニ タ ー しな が ら解 析 を 行 っ た 。 反 応 開 始 か ら ユ80minまで
の1H-NMRの チ ャ ー トをFig.8に 示 した 。 そ の 結 果 、1-hydroxy-2-naphlhoateの
シ グ ナ ～レ(Ordin)の減 少 に 伴 い 、(E)一4一(2-carboxy】atophenyl)一2-oxo-3-butenoate(180
mih;【(E)一2'一carboxybenzalpyru∀ate】)のシ グ ナ ル が 増 大 し、 そ の シ グ ナ ル に 収 束 し
た 。
以 上 よ り1-hydroxy-2-naphlhoateはユー hydroxy-2-naph1hoatedioxygenaseによ り
(E)一4一(2-ca・b・xy】・t・ph・nyl)一2一・x・3-b・t・n・1 [(E)一2'一ca・b・xyb・n刎py・uv・t・}に変 換
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TmT叩 糊 「「Tp-TmTmTrmTrmTrnTn「T「 甲一
8.48.28.07.87.67.47.27.0 ,ppm
3min





8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 ppm
60min
謡 人_認甲泌馬/ 晒 ホ榊{嚇 。～齢 噺枷 畔 靹r湘
叩 叩T叩 「ワ「TmTr'm了m-T「m'rmTrmTmTrm〒 「mTm町
8.48.28.07.87.67.47.27。0ρpm
180min







第5章 ¢)一2・一Carboxyb6nzalpyruv鷹hydratase-aldolaseの生 化 学 的 特 性 お よび 構
造 遺 伝 子
KP7株 のce1】extract中の ¢)一2'一carboxybenzalpynlvalehydratase-aldolaseの比 活 性
はphenanthreneによ っ て10倍 に 誘 導 さ れ た 。
Phenanthreneを含 むMBで 培 養 したKP7株 のce11extτactより陰 イ オ ン 交 換 カ ラ
ム(TSKDEAE-5PW)、 疎 水 カ ラ ム(TSKPheny1-5PW)、陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム'
(MonoQHR5/5)を用 い て の 一2'一carboxybenzalpyruvatehydratase-aldolaseを精 製 し
た 。 本 酵 素 のSDS-PAGE上 の 分 子 質 量 は38kDa、 ゲ ル 濾 過 上 の 分 子 質 量 は113
kDaで あ り、 本 酵 素 は38kDaの サ ブユ ニ ヅ トか ら な る3量 体 と考 え られ た 。 本
酵 素 の(粉 一2'・carboxybenzalpyruvateに対 す る1ζ〃2値は50μM、 κα諺値 は13唱で あ
っ た 。 本 酵 素 は1モ ル の の 一2'一carb魔ybenzalpyruvateを1モル の2-fbrmylbenzoate
と1モ ル のpyruvateに変 換 し た 。、な お 、 本 酵 素 は 但)・2'一hydroxychlnamate、
benzalpyruvate、(の一2'一methoxybenzaゆyruvateを基 質 と し な か っ た 。
本 酵 素 の 構 造 遺 伝 子 は 助 〃 に連 続 して 存 在 し、全 長 は996bpで あ っ た(Fig.9)。
な お 、 本 遺 伝 子 を 助 み と した 。 本 配 列 か ら得 られ た 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 は 精 製 酵'
素 のN末 配 列 と一 致 し(24残 基)、計 算 さ れ る サ ブ ユ ニ ッ ト分 子 質 量(34.5kDa)
はSDS-PAGE上 の 分 子 質 量 と ほ ぼ 一 致 し た 。 本 酵 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 は
naphthalenρ分 解 菌Rp磁4αPpG7株 の(E)一2'一hydroxyben刎pyruvatehydratase-
aldolase(NahE)およ びdibcnzothiophene分解 菌P∫例40〃70鷹sp.C18株 の(粉 一2'一
hydroxybenzalpyruvate.hydratase-aldolase(DoxI)とそ れ ぞ れ 約40%の 相 同性 を 示 し
た(Fig.10)。ま た 、naphthaleneshlfonate分解 菌Rソ ε∫た珈 廊BN6株 の(粉 一2'一
hydroxybenzalpyruvatehydratase-aldolaseのN末配 列(24残 基)と も29.2%の相 同
性 を 示 し、BN6株 の(E)一2'一hydrGxybenzalpyruvatehydratase-aldQlaseサブユ ニ ッ ト
分 子 質 量38.5kDa、 活 性 酵 素 分 子 質 量120kDaと も類 似 して い た 。KP7株 め
@>2'一carboxybenzalpyruvatekydra!as(卜aldolaseと他(ρaldqlasesとは ア ミ ノ酸 配 列






































































































































hydroxyben刎pyruvate.煙dratase.aldolase.1まa】solasesの中 で 新 し い フ ァ ミ リrを 形
成 していると考えられた。
助 み をpET-22b(+)..にク ロー ニ ン グ した.プラ ス ミ ドpMKT31Qで形 質 転 換 した
Eoo距BL21(DE3)の ㏄11extract中の ¢)一2'一carboxybenzalpyruvatehydr題tase-aldolase
活性を測定 したところ、.IPTG誘導でのみ活性が認められた。'よってρ配1がKP7
株 の(恥 一2'一carbokyb6n刎pyruvatehydratase一記dol se..をコ ー ドして.いる こ と が 確 認
.され た。
第6章 2-For血【ylben20atedehydr6genaseの生 化 学 的 特 性 お よ.ぴ構 造 遺 伝 子
Phenanthreneを含 むMBで 培 養 したkP7株 のce11extractより陰 イ ォ ン交 換 カ ラ
ム,(TsKDEA耳 一5pW)ぐ疎 水 カ ラ ム(Tsi(Phenyl-5Pw)・ア フ ィニ テ ィー カ.ラム
(TSKBlue-5pW)牽用1い.て2一ぎbrmylbenzoate.4ehydrggenaseを精 製 した ・ 精 製 酵 素
のSDS-PAGE上の分 子 質 量 は53kDa、ゲ ル 濾過 上 の 分 子 質 量 は205kDaであ り、
一236一
本 酵 素 は53kDaの サ ブ ユ ニ ッ トか ら な る4量 体 と考 え ら れ た 。 本 酵 素 の2-
formylbenzoateに対 す る1ζ〃 値 は100μM、 κα彦値 は39・で あ り、NAD・に 対 す る
κ〃2値 は83F基M、 ゐα諺値 は32.sであ っ た 。 本 酵 素 は2-formylben⑳ateの他 に2-




hexylaldehydeを基 質 と し な か っ た 。
第3章 で 得 られ た7個 のp乃41陽 性 ク ロー ン(Fig.4)をテ ン プ レ ー トに 、 精 製
酵 素 のN末 ア ミ ノ 酸 配 列 よ り設 計 した プ ラ イ マ ー でPCRを 行 っ た と こ ろ 、5ク
ロ ー ン(pMKTユ76,177,184,185,186)から71bpのPCR断 片 が 得 られ た 。 こ の
断 片 を ク ロー ニ ン グ し塩 基 配 列 を 決 定 した と こ ろ プ ラ イ マ ー 設 計 領 域 の ア ミ ノ
酸 配 列 と完 全 に 一 致 した 。よ っ て2-fb㎜ylbenzoatedehydrogenase遺伝 子 の5'領 域
はpMKT184の3'末 領 域 に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。そ こ でFig.4のpMKT186
の10.4kbHη εdlll断片 を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 後(pMKT260)、2-fb㎜ylbenzoate
dehydrogenase遺伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し塩 基 配 列 を 決 定 し た(Fig.11)。な お 、 本
遺 伝 子 をp裾K遺 伝 子 と し た 。p屈 κ は 全 長1,455kbで、 本 配 列 か ら得 られ る推
定ア ミノ酸配列よ り計算され るペ プチ ド分子 質量(51.SkDa)は精製酵素 の
SDS-PAGE上の 分 子 質 量 と ほ ぼ 一 致 した 。 ま た 、 精 製 酵 素 の 決 定N末 ア ミ ノ 酸
配 列(29残 基)と も 一 致 した 。助41(の 推 定 デ ミ ノ酸 配 列 と相 同 性 の あ る 配 列 を
デ ー タ ベ ー ス 上 で 検 索 した と こ ろ、toluene/xylene分解 菌Rp〃 磁 αmt-2株に 内 在
す るTOLプ ラ ス ミ ドpWWO上 に コ ー ドさ れ るbenzaldehydedehydogenase(Xy1C)
お よ び2-hydroxymuconicsemia】dehydedehydrogenase(XylG)とそ れ ぞ れ33.4%、
32.5%の相 同 性 が あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。KP7株 の2-formy】benzoa塾e
dehydrogenaseの227番か ら234番 の ア ミ ノ 酸 配 列 はa】dehydedehydrogenaseスー













































































































































p配KをpE㍗22b(+)にク ロー ニ ン グ した プラ ス ミ ドpMKT314で形 質転 換 した
瓦 ω 〃耳L21(DE3)のc明e紺act中の2-fbrmylben20atedehyd止6genase活性 を 測 定 し
た とこ ろ、IPTG.誘導 で.のみ活 性 が認 め られ た 。 よ っ て.P乃4Kが2-fbmlylb酵nzoate
dehydrogenaseをコ ー ド して い る こ と が 確 認 さ れ た 。
・
第7章 漏o(η纏o∫4ε∫sp.KP7のphenanth甲he分解 遺 伝 子 群 の 構 造.
本章では第3章 で得 られた7個 のコス ミドクロ「 ンの制限酵素地図からクロ.
一 ン作製時に組換えが起きていないことが確認されている16,775bp領域(Fig.
4),め全 塩 基 配 列 を決 定 し、Noαr4`o耐ε∫sp..KP7株の 画enanthrene分解 遺 伝子 群
'
の構造を解析 した。
塩基 配 列 よ り本 領域(16,775bp)には7つ の オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム
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5'上流 域(6,723bp)には 機 能 タ ン パ ク と思 わ れ るorfSは見 い 出 さ れ な か っ た 。
助 み とp屈 κ の 間 に は1,419bpのorf1があ り、 本 配 列 か ら得 ら れ る 推 定 ア ミ ノ
酸 配 列 はRP戚 伽 珊S2000株 の4-hydroxybenzoatetransp飢protein(PcaK)と27%
の 相 同 性 を 示 し た(Fig・14)。P乃認(の3'下 流 域(3,834bp)には 助 蔽 の 順 方 向
にorf2(768bp)が、 ま たorf2を含 む 同 じ領 域 に 助4κ と は 逆 方 向 にorf3(1,191
bp)が 存 在 した(ぞig.13)。orf2およ びorf3と も に デ ー タ ベ ー ス(Swlss-Protおよ
びGenbank)上に は 相 同 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 お よ びDNA配 列 は 見 い 出 さ れ な
か っ た .。orf2の3'下流 に は 助 罎(と 逆 方 向 にorf4(1,248bp)が存 在 し、本 配 列 か
ら得 られ る 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 はbactedalcytochromeP450タン パ ク と相 同性 を 示
した 。orf4の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 性 を 示 し た タ ン パ ク は 、 、48πわ㏄彪吻 〃2
`〃燃 吻dεπcεのcylochromeP-450-pinf1(26%)、51㏄凶 σopo卵ραη σ痂ψ膨 αの6-
deoxyerythronolideBhydroxylase(31%)、P∫επ40襯oη∬sp.のcytochromeP-450-terp
(29%)、βαcf〃〃∫ 甜 わ∫∫1なのcytochromeP-450-109(29%)、R乃040cocc〃5加c吻75の,
cytochromeP-450fas1(26%)であ っ た 。orf4はcytgchromeP-450の保 存 配 列
FGXGXHXCXGを 有 して い た 。 今 回 解 析 し た16,775bpの 連 続 し たDNA上 に
は .phenanthrene分解 に 明 らか に 必 要 と思 わ れ ζ 遺 伝 子 は 助 〃 、ρ雇1、.助〃(で あ
り、他 のphenan{hrene分解 に 関 与 し得 る 遺 伝 子 は こ れ らの 近 傍 に 隣 接 して 存 在 し
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芳香族分解系遺伝子群はプラス ミド上にコー ドされてい る場合が多い。そ こ
で、KP7株 のphenanlhrene分解遺伝子群がプラス ミドコ」 ドか染色体3一 ドか
をパルスフィール ドゲル電気泳動とサザ ンプロヅト法を用いて解析 した。プロ
「ブには助〃 と助み を含む約25kbの茄ηdlll∠8α励HI断片 を用6た(Fig,13)。
なお・助〃;助〃・助4Kを 含むDNA鎖 は約50ゆ にわた り連続 していることが明
らかになっている(斉 藤私信)。 τbtalDNAを制限酵素消イヒしない場合、プロ』
ブは電気泳動でワ午ルから殆ど移動しない乳2QOkb以‡郷 分にハイブ1ノダイ
ズ した。またエチジウムブロマイ ド染色像上ぞは50kb弱か ら2,200kb強の範囲.
にはプラス ミドは確認さ.れなかつた。XわdおよびH'ηdlllで消化 した場合はそれ





1-Hydroxy-2-naphthoateから -phthalateに至 る 変 換 反 応 は3段 階 の 酵 素 反 応 に
よ っ て 行 わ れ て い た(Fig.15)。1-Hydroxy-2-naphthoateは1-hydroxy-2-naphthoate
dioxygenaseによ り02分 子 の 添 加 と ベ ン ゼ ン 環'の 開 裂 を 受 け(β)一2'一
carboxybenzalpyruvateに変 換 さ れ た 。 こ れ まで 知 ら れ て い る 環 開 裂 型dioxygenase
は 、全 て ベ ン ゼ ン環 の2カ 所 がo肋oま た は 卿 の 位 置 に水 酸 化 さ れ て い る 芳 香
族 化 合 物 を 基 質 と す る の に 対 し、1-hydroxy-2-naphthoatediokygenaseはベ ン ゼ ン
環 の1ガ 所 の み が 水 酸 化 さ れ た ベ ンゼ ン環 の 開 裂 を 触 媒 す る新 し い 型 の 環 開 裂
dioxygenaseであ っ た 。 ま た 、 検 討 し た8種 の1-hydroxy・2-naphthoate類縁 体 を基
質 と せ ず 、基 質 特 異 性 も 高 か っ た 。環 開 裂 型dioxygenaseは開 裂 様 式 か らextradid
型 とjntradjd型に 分 類 さ れ る が 、前 者 はFe(II)を、後 者 はFe(III)を補 因 子 と す る。
ユー Hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseはFe(II)を補 因 子 と す る こ と か らextradiol型
に 類 似 して い た 。 ア ミ ノ酸 配 列 は 両 型 と相 同 性 を 示 さ ず 、 類 似 の 環 開 裂 様 式 を
示 すgentisate1,2-dioxygenaseに相 同 性 を 示 し、 環 開 裂 型dioxygenaseの中 で 新 た
な フ ァ ミ リー を 形 成 す る と思 わ れ た 。
1-Hydroxy-2-naph{hoatedioxygenaseの反 応 生 成 物 の 化 学 構 造 は(恥 一2'一
carboxybenzalpyruvateと同 定 さ れ た 。1-Hydroxy-2-napbthoatedioxygenaseの反 応 初
期 生 成 物1ま(Z>2'一carboxyben刎pyruvateと推 測 さ れ る が 、 反 応 過 程 中 に{Z>2'一
carboxybenza丑pyruvateの3位と4位 の 炭 素 原 子 間 の2重 結 合 が 一 時 的 に 切 断 し、
再 度2重 結 合 が 形 成 さ れ る過 程 の 存 在 が 示 唆 さ れ 、 そ の 際 に(Z)一体 か らの 一体 に
変 換 さ れ る と考 え られ た 。
1-Hydroxy-2-naphoatedioxygenaseによ っ て1-hydroxy-2-naphthoa1eから生 成 した
(E)一2'一carboxybenzalpyruvateは、 ひ き 続 き(E)一2'一car』oxybenzalpyruvatehydratase-
aldolaseによ っ て2-formylbenzoateとpyruva1eに変 換 さ れ た6(E")一2'一
Carboxybenzalpyruvatehydratase-aldolaseはnaphthalene分解 お よ びdibenzothiophene



















































ア ミノ酸 配 列 と相 同性 を示 し、 更 に サ ブユ ニ ッ トの分 子 質 量 お よび3量 体 を形
成 す る点 も類似 して い た 。PAH分 解 にお い てbenzalpyruvate類縁 体 の変 換 には
hydrationとaldolationの両 活 性 を有 す る酵 素 が用 い られ て い る と思 わ れ た 。
¢)一2'一Carboxybenzalpyruvatehydratase-aldolaseによ り ¢)一2'一
carboxybenzalpyruvateから生 成 す る2・formylbenmateは引 き続 き2-formylbenzoate
dehydrogenaseによ っ て 〇一phthalateに変 換 さ れ た 。KP7株 の2一飴rmylbenzoate
dehydrogenaseは既 に 精 製 さ れ て い るphen㎝threneをOPA経路 で 分 解 す る
溺c磁8εηε5加α漉5AFK2株の2-fbrmylbenzoatedehydrogenaseとサ ブユ ニ ッ ト分子
質 量、 基 質 特異 性 も異 な り、 別 の 分 子 で あ る こ とが示 唆 さ れ た 。KP7株 の2一
£ormylben20atedehydrogenaseはサ ブユ ニ ッ ト分 子 質 量 お よ び ア ミ ノ酸 配列 か ら
aldehydedehydrogenaseスー パ ー フ ァ ミ リー に属 す る酵 素 と考 え られ、AFK2株の
2-formylbenzoatedehydrogenaseはサ ブユ ニ ヅ ト分 子質 量 か ら同 ス ーパ ー フ ナ ミ リ
ー には属 さな い こ とが示 唆 さ れ た 。
既 に知 られ て い る 芳 香 族 化 合 物 の分 解 遺 伝 子 群 の 多 くは 一連 の遺 伝 子 が ク ラ
ス タ ー を形 成 して い る。KP7株で は 助 班 と助 み が連 続 して い た が、助 み とp履 κ
との 聞 に はorf1が挿 入 さ れ て い た 。orf1産物 はEpπ 廊σPRS2000株の4-
hydroxybenzoatetransporter(PcaK)と相 同性 を示 した。1-Hydroxy-2-naphthoateと
4-hydroxyben20ateは部 分 的 に構 造 が似 て い る こ とか ら、orf1産物 が1-hydroxy-2-
naphthoatetransborterであ る可能 性 が 考 え られ た 。助 亦(の3'末下 流域 にはP-450
類似 配 列(orf4)が存 在 した 。P-450はカ ビな どでPAH分 解 に 関 与 して い るが、
orf4産物 のphenanthrene分解 へ の 関 与 は不 明 で あ る。助 班 の5'末上 流 域(約6.7
kb)および 助4κ の3'末下 流 域(約3.8kb)に はKP7株 のphenanthrene分解 に明
らか に 関 与 して い る と思 われ る遺 伝 子 は な く、本株 のphenanthrene分解 遺伝 子 群
は、 他 の 芳 香 族 化 合 物 の 分解 遺 伝 子 群 の構 造 と異 な りゲ ノ ム上 で ク ラス ター を
形 成 して い な か った 。KP7株のphenanthrene分解 で は 、1-hydroxy-2-naphthoateよ
り上 流 お よびo-phthalateより下 流 の 分 解 経 路 に関 与 す る遺 伝 子 は 助41、p侃1、
p配Kと は離 れ た 場 所 に存 在 す る と考 え られ た 。 また 、助 班、助 み、p雇Kは 染色
一244一
体DNA上 に コー ドされ て い る と思 われ た 。
KP7株はphenanthrehe分解 にお い て 、 他 のPAH分 解 と類 似 して い る物 質 を分
解する場合は進化的に類似の酵素を用い、新規な物質を分解する際には進花的
に も新 規 な 酵 素 を用 いて 分 解 して い る と思 わ れ た 。OPA経 路 の1-hydroxy-2-
naphthoateからo-phthalateまで の 過 程 はphenanthrene分解 に特 徴 的 な経 路 で あ り、
KP7株の 場合 は これ に対 応 す る遺 伝 子 も1-hydroxy-2-naphthoateより上 流 、 お
びo-phthalateより下 流 の 遺 伝 子 群 とは独 立 して 獲 得 した 可 能 性 も考 え られ た。
一245一
要約
(1)PhenanthreneをOPA経路 で 分 解 す る1>∂cα纏o漉 ∫sp.KP7株を 分 離 した 。'
(2)1-Hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseを精 製 しそ の 生 化 学 的 特 性 を 明 ら か に す
る と と も に 、 同遺 伝 子(ρ 乃`の を ク ロ ー ニ ン グ した 。本 酵 素 は薪 し い タ イ プ の 環
開 裂dioxygenaseであ り、す で に 知 ら れ て い る 環 開 裂dioxyge取aseとは 進 化 上 異 な
り、gentisate1,2-dioxygenaseと新 た な フ ァ ミ リー を 形 成 す る と考 え ら れ た 。
(3)1-Hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseによ っ て 生 成 す る ヱー hydroxy-2-naphthoate
の 環 開 裂 物 質 を(粉一4一(2-carboxylatophenyl)一2-oxo-3-butenoate[commonname:(局一2'一
carboxybcnzalpyruvate】と 同 定 した 。
(4)但)一2'一Carboxybenzalpyruvatehydratas樗一aldolaseを精 製 しそ の 生 化 学 的 特 性 を 明
ら か に す る と と も に 、 同 遺 伝 子(ρ んガ)を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 本 酵 素 は
naphth田ene分解 系 酵 素 の(E)一2'一hydroxyもenzalpyruvatehydra幡eddolaseと類 似 し
て い た 。,
(5)2-Formy1ゆenzoatedehydrogenaseを精 製 しそ の 生 化 学 的 特 性 を 明 らか に す る と'
と も に 、同 遺 伝 子(助4K)を ク ロ ー ニ ン グ した 。本 酵 素 はaldehydedehydrogenase
ス ー パ ー フ ァ ミ リー に 属 す る 酵 素 で あ っ た 。
(6)ノ>oα閉4∫o漉∫sp.KP7株のphenan出rene分解 遺 伝 子 群 は 他 の 芳 香 族 分 解 遺 伝 子
群 と は 異 な り、 ゲ ノ ム 上 で ク ラ ス タ ー を 形 成 して い な か っ た 。
(7)1>oc〃ゼ∫o漉5sp.KP7株のphen㎝threne分解 遺 伝 子(助 礁 助 み,p妃 κ)は 染 色


















































論 文 審 査 結 果 要 旨
多環芳香族炭化水素(PAH)は 産業活動等 により化石燃料か ら生 じる環境汚染物質であ り,環境 中に
放出 されたPAHの 多 くは微生物 による生分解 または紫外線等 による化学分解 を受 けて除去 される。 よっ
て微 生物のPAH分 解機構 を理解す るこ とは,環 境汚染物質除去技術 開発 のための基礎的情報 を得 るた
め に重要である。本研究では3環 のPAHで あるフェナ ン トレン(phenanthrene)の細菌 による分解経
路,分 解 に関与す る酵素,中 間産物 の化学構造 な どを明 らかにするこ とを目的 とした。
クウェー トの海浜砂か ら集積培 養 によ りphenan七hrene分解菌K:P7株を分離 し,形 態学的,生 化学
的,化 学的分類手法 に16SrDNAの塩基配列分析 を加 えてNocαrdεo`dθs属の一菌株であると同定 した。
本菌株 のphenanthrene分解中 間体 に2-fbrmylbenzoicacidとo-phthalicacid(OPA)が検 出された
こと,phenanthreneによ り1-hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseおよび2-fbrmylbenzoatedehydro-
genaseの酵素活性が誘導的 に発現 する ことか ら,本 菌 はphenanthreneをOPA経路 で分解す るもの と
考 え られた。
次 にphenanthreneを含 む培地 で培養 したKP7株 の細胞抽 出液 か ら3段 階の カラム クロマ トグラ
フィーによ り1-hydroxy-2-naphthoatedioxygenaseを精製 し,45kDaのサ ブユニ ッ トか らなる6量
体 を形成す る と推定 した。本酵素 は1分 子の1-hydrQxy-2-naphthoateに対 し1分 子の酸素 を消費 し,'
1サ ブユニ ッ トあ た り1分 子 の{Fe(H)の結 合が活性 に必須 であった。精製酵素 のN末 配列 を基 に
PCR法でDNAプ ロー ブを作 り,KP7株 のゲノムDNAコ ス ミ ドライブラリー をス クリーニ ングす る
こ とによ り,本 酵素の構造遺伝子 を含む クローンを得 て,1161bpからなる遺伝子配列 を決定 し,本 遺
伝子 をp1厄1と名づけた。 この遺伝子 を大腸菌 中で発現 させ,組 変え体酵素 を精製 した。この酵素 を上記
基質 と反応 させ,反 応生成物 を分離精製 し,1H-NMR,13C-NMRおよびFAB-MSで解析,そ の構造 を
(E)一4一(2-carboxylatophenyl)一2-oxo-3-butenoateと決定 した。
次に,上 記と同様の細胞抽出液から3段階のカラムクロマ トグラフィーにより(E)一2Lcarboxybenzalpyruvate
hydratase-aldolaseを精製 し,・分子質量 と酵素化学的性質を明 らかに した。 また,本 酵素の構造遺伝子
がゲ ノムDNA上 でpんd1に連続 して存在 し,塩 基配列決定か ら全長996bpであ ることを示 し,本 遺伝
子 をPんdJと名づ けた。 また,同 様 に2-fbrmylbenzoatedehydrogenaseを精製 し,分 子 質量 と酵素化
学的性質 を明 らかに した うえ,遺 伝子 クローニングを行い,PんdJ'の下流域に存在す る1455bpのP裾K
遺伝子 を明 らか に した。そ して,約16.8kbのゲ ノムDNA上 に これ までにクローニ ング した3種 の遺伝
子 と,そ の他の4種 め遺伝子様配列 が どの ように分布 しているかを明 らか に した。
以上の ように,本 研究 において著者はphenan七hreneのOPA経路 に よる分解過程 を酵素化学 的 に明
らか に し,さ らにそれぞれの酵素の遺伝子構造 とゲノム上の相互位 置関係 を明 らかに し,細 菌 による3
環PAHの 分解系に新知見 を加 えた ことか ら,審 査員一同著者は博士(農 学)の 学位 を授与 される に充
分の資格 を有す ると判簿 した。
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